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Introducere

Functiile splinei sunt inca cercetate si intens dezbdtute in comunitatile stiintifice
internationale. In prima jumitate a secolului al XX-lea, splenectomia se efectua pentru orice
afectiune mai grava a acestui organ. Optiunea pentru splenectomie a fost constant diminuata
incepand cu mijlocul secolului al XX-lea, cand s-a observat cd ea este urmatd de anumite
complicatii infectioase grave, printre care sepsisul este cel mai de temut (King and Shumacker,
1952). Sepsisul la pacientii splenectomizati a fost denumit ,,overwhelming postsplenectomy
infection” (OPSI). Din aceastd cauza, indicatiile pentru splenectomie au inceput sa fie mai
putine, desi chirurgia splinei a inregistrat mari progrese. Astfel, in a doua jumatate a secolului
al XX-lea, s-au efectuat primele splenectomii partiale de catre Campos Christo (Christo, 1962)
si splenectomii sub-totale pentru mielofibrozd de catre Morgenstern si colaboratorii
(Morgenstern et al., 1966). In cateva decenii, chirurgia conservativa a splinei a devenit metoda
de electie in tratamentul diferitelor boli ale splinei. Este important de mentionat, ca pe langa
OPSI, s-au detectat si alte complicatii la pacientii asplenici. Cele mai importante complicatii
non-infectioase sunt: arteriale (infarct miocardic acut, accident vascular cerebral), venoase
(tromboza venoasa), hipertensiunea pulmonara si cancerul (Dragomir et al., 2016). Astfel, in
ciuda faptului ca splenectomia electivd este consideratd o metodd de tratament eficienta a
maladiilor hematologice, aceastd metoda terapeuticd, este din ce In ce mai putin indicatd de
hematologi (Serio et al., 2013).

In paralel, la nivelul cercetarii fundamentale, s-a incercat intelegerea mecanismelor care
predispun pacientul asplenic la sepsis fulminant. In acest sens, s-a dorit intelegerea
mecanismelor care predispun la complicatii pacientii asplenici sau hiposplenici. S-a ajuns, la
descrieri foarte precise ale functiei splinei, atat in imunitatea Innascuta cét si in cea dobandita.
Imunitatea innascuta la nivelul splinei este reprezentata, in primul rand, de macrofage, iar cea
dobandita de limfocitele B, capabile sd secrete imunoglobulinele M (IgM). Secretia de IgM
scade semnificativ post-splenectomie, acest fenomen explicand partial complicatiile infectioase
post-splenectomie. De asemenea, splenectomia este urmata de o reorganizare a distributiei de
celule imune circulante caracterizatd prin cresterea numadrului de limfocite T helper tip 2 si
CD25+ si scaderea limfocitelor T CD4+. Este insa important de mentionat faptul ca
mecanismele care duc la complicatiile post-splenectomie, in special la sepsis, sunt inca putin
intelese (Vasilescu, 2016).

O lucrare originald pentru intelegerea mecanismelor sepsisului (complicatia cea mai

severd dupa splenectomie) a fost publicata in 2009 de catre Vasilescu si colaboratorii (Vasilescu



et al., 2009) care arata ca, la pacientul septic, expresia miRNA din plasma si din celulele imune
este modificatd. Autorii arata cd expresia miR-150 este scazutd la pacientii septici, iar scaderea
se coreleazd cu Sequential Organ Failure Score (SOFA). Aceasta publicatie a fost urmatd de
numeroase alte articole care atesta rolul miRNA 1in sepsis. Multe dintre aceste articole au fost
sintetizate in doua studii sistematice din 2016: apartinand lui Benz si colaboratorii (Benz et al.,
2016) si lui Ho si colaboratorii (Ho et al., 2016). Intelegerea sepsisului folosind miRNA a rimas
o importanta preocupare a colectivului nostru de cercetare de la departamentul de chirurgie
Fundeni. In 2014, Tudor si Gizi, au fost primii care au documentat o crestere (o reactivare) a
expresiel miRNA exogene (de origine virald) in plasma pacientilor septici atat de la MDACC,
cat si a celor de la Institutul Clinic Fundeni (FCH). Cele doud miRNA virale dereglate in plasma
apartin genomului virusului herpetic asociat sarcomului Kaposi (KSHV), acestea sunt KSHV-
miR-K12-12* si KSHV-miR-K12-10b, iar functional autorii au ardtat ca aceste miRNA sunt
agonisti directi ai receptorilor de tip Toll-Like 8 (TLRS) (Tudor et al., 2014). In paralel, pe plan
international au aparut primele publicatii care au dovedit si implicarea altor specii de ncRNA,
in special long non-coding RNA (IncRNA), in fiziopatologia sepsisului. In momentul de fat3,
se dezvoltd primele terapii care folosesc miRNA in sepsis. In acest scop, se utilizeazd modele
murine de sepsis (precum cecal ligation and puncture — CLP), in care, dupa inducerea
sepsisului, se administreaza intra-peritoneal diferite tipuri de molecule miRNA (sau anti-
miRNA) si se analizeaza efectul acestora asupra supravietuirii soarecilor.

O prima ipoteza de lucru este ca splenectomia induce o schimbare a expresiei miRNA
atat in plasma, cat si in celulele imune circulante. Mai mult, avand in vedere rolurile altor
ncRNA in imunitate, se poate presupune ca si alte specii de ncRNA ar putea fi modificate la
nivel celular post-splenectomie. O a doua ipoteza de lucru este cd imunosupresia post-
splenectomie este similard cu cea din sepsis si acest fenoemn se poate observa la nivelul
retelelor de miRNA. Avand in vedere cercetdrile legate de ncRNA din oncologie (Volinia et
al., 2010, Dragomir et al., 2018), s-a considerat ca expresia unei miRNA nu se modifica izolat,
ci 1n asociere cu alte miRNA. Astfel, formeaza retele distincte care se modifica in diferite stari

patologice (pre- si post-splenectomie, sandtosi versus septici, pre- si post-chirurgical).



Ipoteze de lucru, obiectivele generale si metodologia de cercetare

ARN-ul non-codant in plasma si in celulele imune ale pacientilor splenectomizati

1. Primaipoteza este ca splenectomia induce modificari ale expresiei miRNA circulante
in plasma. Expresia miRNA se va modifica dinamic. Este de asteptat ca, imediat dupa
splenectomie, anumite miRNA sa fie modificate, iar, tardiv, dupa splenectomie, alt grup de
miRNA sa prezinte o expresie modificata, similar cu dinamica riscului de complicatii post-
splenectomie (fiind mai mare imediat dupa operatie). De asemenea, avand in vedere cd s-a
observat cresterea a doua miRNA virale 1n sepsis, este de asteptat si ca aceste xeno-miRNA sa
fie crescute.

Pentru a verifica aceste ipoteze, se vor colecta probe repetate de plasma de la pacientii
splenectomizati si se va masura expresia miRNA folosind metoda qRT-PCR. Se va masura
expresia a 12 miRNA raportate anterior a avea un nivel de expresie modificat in sepsis (inclusiv
cele 2 miRNA virale, descoperite modificate in sepsis: KSHV-miR-K12-10b si KSHV-miR-
K12-12%).

2. Expresia miRNA post-operator va fi diferita intre pacienti la care s-a efectuat
splenectomia prin abord deschis fati de pacienti operati prin abord minim invaziv.

Se va testa aceasta ipoteza comparand expresia miRNA circulante, diferit exprimate intre
cele doua subgrupe, in ziua 7 post-operator.

3. Expresia miRNA circulante se coreleaza cu numdarul celulelor imune circulante sau
cu nivelul de hemoglobind. O corelatie semnificativa va sugera astfel, cd miRNA circulante ar
putea sa provina din celulele imune, eritrocite sau trombocite.

Pentru a verifica aceasta ipoteza se va corela expresia miRNA diferit exprimate cu nivelul
diferitelor celule sanguine circulante.

4. Splenectomia va induce modificari ale expresiei de ncRNA si la nivelul celulelor
imune circulante. Modificarile pot afecta si alte clase de ncRNA decat miRNA, de exemplu,
T-PYK, IncRNA sau T-UCR. MiRNA cu expresia modificata din leucocitele circulante pot fi
aceleasi cu miRNA modificate din plasma; astfel poate fi determinatd originea miRNA
plasmatice.

Pentru a testa ipoteza, se vor recolta leucocite circulante de la pacienti splenectomizati
(pre-operator, la 7 si 30 de zile post-operator). Se va extrage ARN-ul total si se va hibridiza cu

probele de pe platforma de microarray specificd pentru ncRNA. Se va compara expresia de



ncRNA intre grupul pre- si post-operator si se vor descoperi ncRNA diferit exprimate. O parte
dintre aceste ncRNA vor fi confirmate printr-o a doua metoda — qRT-PCR.

5. MiRNA cu expresia modificatia de la nivelul leucocitelor circulante controleazd
multiple mRNA care fac parte din cdi de semnalizare intra- si extracelulare cu posibilitatea
de a explica riscul crescut al pacientilor splenectomizati la sepsis, dar si la alte complicatii ne-
infectioase post-splenectomie.

Pentru a verifica aceasta ipoteza, se vor folosi metode computationale care indica tintele
miRNA de tip mRNA. Tintele de tip mRNA vor fi integrate in programe de analiza a cailor de
semnalizare intra- si extracelulare.

6. Existd un mecanism comun care controleazd expresia modificata a diferitelor clase
de ncRNA intracelulare. Se pot lansa mai multe ipoteze care pot explica mecanismul care
controleaza expresia modificatd a diferitelor clase de ncRNA: (i) diferitele ncRNA dereglate
pot avea localizari genomice comune si un mecanism local care activeaza sau inhiba expresia
acestora; (i1) perechi de ncRNA cu o expresie care se coreleaza direct si nu sunt colocalizate la
nivelul genomului, pot fi activate sau inhibate de factori de transcriptie comuni; si (iii) perechi
de ncRNA care sunt invers corelate pot interactiona direct, fiind complementare la nivelul
secventei de baze azotate.

Pentru a testa aceste ipoteze se vor folosi baze de date si metode de predictie
computationale. Pentru a verifica localizarea genetica a diferitelor ncRNA, se va utiliza genome
browser-ul de la UCSC; pentru a verifica factorii de transcriptie se va utiliza o metoda automata
de extragere a acestor date dintr-un browser, precum cel de la UCSC. Vor fi luati in considerare
factorii de transcriptie confirmati experimental si localizati la 5 kb in amonte de gena studiata
si, pentru a testa complementaritatea intre transcripti, se vor folosi metode bioinformatice care
aliniaza secventele acestora.

7. De asemenea, am presupus cd majoritatea genelor non-codante diferit exprimate
post-splenectomie, atdt cele circulante, cat si cele celulare, sunt exprimate si in celulele
imune ale indivizilor sandtosi. Daca expresia va fi diferitd intre diversele tipurile de celule
imune, in functie de cele in care transcriptul este exprimat, se poate intelege dacd acest ncRNA
joaca un rol in imunitatea Tnnascutd sau dobandita.

Se va verifica ipoteza prin utilizarea bazei de date DICE, care contine rezultate de deep-
sequencing de la 91 de indivizi sdnatosi; se vor analiza 15 tipuri diferite de celulele imune.

Expresia de ncRNA se va compara intre subtipurile de celule imune disponibile.



Comparatie cu imunosupresia din sepsis. Retele de microRNA 1in sepsis si post-
splenectomie

1. Reteaua miRNA circulante ale pacientilor septici este diferita de cea a indivizilor
sandatosi, iar acest lucru permite diferentierea grupului septic de grupul control.

Se vor folosi date de qRT-PCR pentru a construi retele miRNA la grupul control si la
grupul pacientilor septici. Retelele se vor realiza utilizdndu-se trei metode statistice diferite:
metoda corelatiei liniare, metoda de analiza tip cluster si metoda de inferenta bayesiana. Se vor
compara retelele Intre ele pentru a observa daca exista modificari importante in ceea ce priveste
nodurile si muchiile.

2. Reteaua miRNA circulante ale pacientilor pre-operatori si post-operatori (SIRS) este
diferita de cea a pacientilor septici versus control, iar acest lucru permite diferentierea
grupului septic de cei cu SIRS.

Ipoteza va fi verificata prin utilizarea unor metode similare cu cele descrise anterior, dar
se va folosi expresia miRNA de la pacientii pre si post-operator.

3. Modificarile structurale observate la nivelul retelelor pot fi explicate utiliziand date
biologice existente. Pentru a intelege o retea formata din date de expresie, ca prim pas trebuie
definita semnificatia unei muchii. O interpretare posibila ar fi ca o muchie intre doud miRNA
reprezintd o tintd comund de tip mRNA sau un alt ncRNA care interactioneazd cu ambele
molecule miRNA (ceRNA).

Se vor utiliza metode de modelare matematica si se vor cduta tinte comune pentru a testa
ipoteza conform careia o muchie in reteaua de expresie este un mRNA sau un IncRNA.

4. Retelele de miRNA ale pacientilor splenectomizati sunt similare cu cele din sepsis.
Plecand de la aceeasi premiza, cd miRNA ar avea un rol in riscul crescut de sepsis al pacientilor
splenectomizati, se poate lansa aceasta ipoteza.

Folosind expresia miRNA obtinutd prin metoda qRT-PCR, se vor construi retele prin
metoda corelatiei liniare pentru pacientii pre- si post-splenectomie. Acestea se vor compara
intre ele din punct de vedere structural, dar si cu retelele miRNA de la pacientii septici si grupul

control.



Rezultate

ARN-ul non-codant in plasma si in celulele imune ale pacientilor splenectomizati

S-a observat cd dupd splenectomie, expresia a sase miRNA in plasma creste (similar
sepsisului). Aceste sase miRNA sunt: miR-223, miR-16, miR-93, miR-26a, miR-26b si miR-
146a. In acest fel, se observd aseminarea dintre plasma pacientului splenectomizat si cea a
pacientului septic. Asadar, pacientul splenectomizat poate fi considerat ,,pacient pre-septic” din
punctul de vedere al expresiei miRNA (Dragomir et al., 2019). Expresia miRNA virale nu s-a
modificat (miR-K12-10b) sau nu a fost detectabila (miR-K12-10b) dupa splenectomie

S-a observat ca expresia miR-223, miR-16 si miR-26b (cele mai diferit exprimate
miRNA) se coreleazd semnificativ cu expresia trombocitelor (Spearman r=0,3171, r=0,3175
st respectiv r=0,2172). De asemenea, s-a observat cd expresia acestor trei miRNA se coreleaza
cu numarul limfocitelor pe pul (Spearman r = 0,2467, r = 0,2948 si respectiv r = 0,2657). S-a
analizat si daca celelalte tret miRNA (miR-93, miR-26a si miR-146a) care isi modifica expresia
post-splenectomie se coreleazd cu expresia trombocitelor si limfocitelor. S-a observat ca
expresia miR-26a si miR-146a este corelata semnificativ statistic cu numarul trombocitelor
(Spearman r = 0,2216 si respectiv r = 0,3369), dar nu si expresia miR-93. De asemenea, se
poate constata ca expresia miR-93, miR-26a si miR-146a se coreleaza cu numarul trombocitelor
(Spearman r = 0,2512, r = 0,2750 si respectiv r = 0,2355).

S-a comparat expresia celor 11 miRNA exprimate in ziua 7 post-splenectomie (D7) la
pacientii operati prin abord deschis (n=10) cu cei operati prin abord minim invaziv (n=14).
Nicio miRNA nu a prezentat o diferentd n expresie intre cele doud grupe de pacienti. Astfel,
se poate concluziona ca diferenta de expresie a miRNA nu este cauzatda de inflamatia
chirurgicala per se ci de splenectomie.

Mult mai spectaculoase au fost observatiile facute la nivelul celulelor imune, unde s-a
utilizat array-ul pentru ncRNA si s-a detectat ca splenectomia induce o reorganizare a intregului
ncRNA intracelular. Pe scurt, aceste modificari pot fi caracterizate de o crestere globald a
miRNA (expresia a 17 miRNA creste si doar trei miRNA scade) si o scadere a T-PYK (expresia
a 24 de T-PYK scade si a 15 T-PYK creste). De asemenea, s-a observat cd, cu cét este mai
lunga o gena de ncRNA (> 200 nucleotide - nt, precum IncRNA), cu atat expresia se modifica
mai putin (este mai putin dinamica). Expresia de IncRNA si T-UCR se modificad foarte putin
dupa splenectomie. Datele de expresie ncRNA intraceluard nu pot fi comparate cu cele din

sepsis, n absenta unui studiu amplu pe diferite specii de ncRNA. Merita insa mentionat studiul



lui Xiao si colaboratorii care au observat in 2011 o dereglare la fel de ampla la nivelul mRNA
intracelular la pacientii 1n stare de soc (de diferite etiologii) (Xiao et al., 2011). Xiao a numit
aceasta dereglare ,,genomic storm”.

S-a folosit QRT-PCR pentru a confirma datele de array. S-au ales doua miRNA in acest
scop, care sunt crescute semnificativ post-splenectomie si se stie ca au un rol important in sepsis
st In imunitate: miR-324 si miR-335. Datele de qRT-PCR au confirmat cd miR-324 este
crescutd post-splenectomie (P = 0,0455); si miR-335 prezinta o tendinta clara de a creste post-
splenectomie (P nu este semnificativ statistic). Foarte interesant, pacientii cu valori crescute
sunt aceeasi in analiza de tip array si QqRT-PCR. MiRNA plasmatice diferit exprimate nu sunt
comune cu miRNA celulare diferit exprimate. In concluzie miRNA plasmatice nu provin doar
de la nivelul celulelor imune (Dragomir et al., 2019).

Detectand tintele de tip mRNA a miRNA intracelulare crescute si scdzute s-a putut
analiza rolul acestor miRNA la nivelul cailor de semnalizare intracelulara. S-a observat ca, atat
grupul crescut, cat si cel scazut de miRNA, sunt implicate in cdi de semnalizare cu rol in
imunitate, neo-angiogeneza si cancer, explicand astfel, partial, anumite complicatii post-
splenectomie (Dragomir et al., 2019).

Pasii urmatori au constat in intelegerea mecanismului care controleaza aceste modificari
sincronizate la nivelul ncRNA. S-a observat cd cele mai dereglate ncRNA, miRNA si T-PYK
se coreleazd intre ele, atat direct, cat si indirect. S-a verificat dacd aceste perechi sunt localizate
in aceleasi regiuni genomice. Surprinzator, doar un foarte mic numar de perechi aveau
localizare comuna. S-a putut insd intelege dereglarea perechilor de miRNA-T-PYK prin
detectarea factorilor de transcriptie comuni pentru corelatiile directe si a interactiunii dintre
transcripti bazatd pe complementaritate in cazul perechilor invers corelate.

In cele din urma s-a observat ci ncRNA detectate sunt exprimate specific in 15 tipuri de

celulele imune studiate, folosind date de la 91 de donatori sanatosi (Dragomir et al., 2019).

Comparatie cu imunosupresia din sepsis. Retele de microRNA 1n sepsis si post-
splenectomie

Scopul acestei sectiuni a fost sd se compare imunosupresia din sepsis cu imunosupresia
post-splenectomie la nivelul retelelor de miRNA.

In primul rand, am observat ca retelele miRNA ale pacientilor septici sunt fragmentate,
contin multe noduri izolate, comparativ cu retelele miRNA ale pacientilor non-septici (grupul

control) (Vasilescu et al., 2017). Frecvent cele doud miRNA virale nu sunt conectate la reteaua

10



principala, fiind noduri izolate. Aceste date au fost confirmate folosind trei metode diferite de
a construi retele, ceea ce dovedeste ca existd o diferentd reala intre reteaua de miRNA 1n sepsis
si reteaua de miRNA a grupului control.

In al doilea rand, s-a remarcat un fenomen invers in cazul retelelor pre- si post-
chirurgicale. S-a observat ca reteaua pre-chirurgicala are foarte putine muchii, fiind compusa
din subretele, formate din putine noduri, fara sd existe o retea principala. Numeroase miRNA
sunt noduri izolate. Post-chirurgical, s-a observat o retea principala, iar doar putine sunt izolate.
Numarul de muchii creste in reteaua post-chirurgicald. S-au comparat modificarile observate
intre retelele control si sepsis cu retelele pre- si post-chirurgicale. Asa cum era de asteptat,
avand 1n vedere ca modificarile sunt opuse, testul chi-patrat a confirmat o diferentd semnificativ
statistica Intre cele doua perechi de retele din punct de vedere al modificarilor care apar la
nivelul muchiilor. S-a concluzionat ca sepsisul si nu oricare stres inflamator, induce o
fragmentare si o saracire a numarului de muchii in reteaua miRNA din plasma (Vasilescu et al.,
2017).

Analizand mai atent retelele construite prin metoda coeficientului de corelatie, s-a
observat cd in sepsis, apar doar doud muchii noi, intre miR-16 si miR-486 si miR-342 si miR-
93. S-a considerat cd nodurile izolate, precum cele doud miRNA virale si nodurile cu putine
muchii atat n sepsis cét si la grupul control (ca miR-342, miR-486 si miR-150), joaca un rol
putin important. S-a observat cd un grup de noduri raméne foarte bine conectat in sepsis,
miRNA acestui grup sunt: miR-23, miR-26a, miR-26b, miR-93, miR-223 si miR-21. Toate
aceste miRNA sunt conectate fiecare cu fiecare atdt in reteaua control, cat si in reteaua sepsis.
S-a denumit acest grup, grupul C. Similar, s-a observat un grup de 5 miRNA care, in reteaua
control, avea toate nodurile conectate intre ele si foarte bine conectate cu grupul C. In schimb,
in sepsis, toate aceste noduri isi pierd toate legdturile si devin noduri izolate. Acest grup a fost
denumit S (,,sponged”’). Din acest grup de noduri fac parte: miR-182, miR-146a, miR-155, miR-
16 si miR-29a (Vasilescu et al., 2017).

Astfel, s-a analizat ce se intampla cu grupul S. Plecand de la premisa ca rata de reactie a
unui miRNA fata de tinta sa nu se modifica, este probabil ca singura explicatie pentru pierderea
tuturor muchiilor din grupul S si muchiilor dintre grupului S si grupul C, este aparitia unei noi
tinte. Aceasti tintd este comuna pentru toate nodurile grupului S. In acest scop, s-au cautat toate
tintele comune ale grupului S. Pentru a confirma cd aceste tinte sunt comune doar grupului S,
s-au cautat si toate tintele comune grupului C. S-au folosit mai multe baze de date si s-au gasit
opt tinte comune pentru grupul S: ATP13A3, CDKNI1A, GSK3B, RAPHI1, TET3, TP53INPI
st TSPAN14 si trei tinte comune pentru grupul C: AGO2, MDM?2 si SP1. Niciuna dintre tintele
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comune grupului S nu este comuna si grupului C. Se presupune astfel, ca in sepsis, una dintre
aceste tinte are expresia crescutd si blocheaza cele 5 miRNA ale grupului S (Vasilescu et al.,
2017).

In ultimul rand, s-au construit retele miRNA la pacienti inainte si dupa splenectomie. S-
a observat ca reteaua de miRNA pre-splenectomie este mai bine conectata decat reteaua post-
splenectomie. Reteaua pre-splenectomie este formatd dintr-un graf unic, fard a avea noduri
izolate. Cel mai conectat nod in aceasta retea este miR-23, cu 7 muchii. Reteaua miRNA post-
splenectomie este formata dintr-un graf principal si doud noduri izolate. Deloc surprinzator,
nodurile izolate sunt miR-486 si miR-K12-10b. Un singur nod este foarte bine conectat, miR-
223, cu 6 muchii. MiR-223 este singurul miRNA care este crescut imediat, dar si tardiv post-
splenectomie. Din punct de vedere al semnificatiei biologice, s-a observat ca doud miRNA, care
fac parte din aceeasi familie, miR-26 (miR-26a si miR-26b), si ale cdror forme mature au
aceeasi secventa (diferenta fiind de doud baze azotate), sunt conectate atat in reteaua pre-
splenectomie, cat si post-splenectomie. Aceste doud miRNA sunt conectate in aproape orice
retea analizata, confirmand faptul ca retelele reprezinta un fenomen biologic real.

Se poate concluziona, ca splenectomia induce o reorganizare a retelei de miRNA si o
saracire a acesteia, similara cu sepsisul, dar fenomenul este de o amplitudine mai redusa. Acest

lucru confirma observatiile facute la nivelul expresiei miRNA post-splenectomie.

12



Concluzii si contributii personale

ARN-ul non-codant in plasma si celulele imune ale pacientilor splenectomizati

1. Expresia a sase miRNA circulante (miR-223, miR-16, miR-93, miR-26a, miR-26b si
miR-146a) este modificata post-splenectomie. Expresia xeno-miRNA implicate in sepsis, nu se
modifica post-splenectomie, miR-K12-10b fiind nemodificat intre diferitele grupuri, iar miR-
KI12-12%* nu a fost exprimat.

2. Nu s-a observat nicio diferenta semnificativa a expresiei miRNA din ziua 7 post-
operator intre pacientii la care s-a efectuat splenectomia prin abord deschis si pacientii la care

s-a efectuat splenectomia prin abord minim invaziv.

3. Toate cele sase miRNA diferit exprimate se coreleaza pozitiv si semnificativ statistic
cu expresia limfocitelor si cinci dintre ele (miR-223, miR-16, miR-26a, miR-26b si miR-146a)

cu expresia trombocitelor.

4. S-a observat o reorganizare a ncRNA la nivelul celulelor imune caracterizata de
cresterea numarului de miRNA si scaderea numarului de T-PYK. De asemenea, s-a observat
ca are loc cresterea a 6 IncRNA, iar expresia T-UCR ramadne nemodificata. Niciuna dintre

miRNA circulante diferit exprimate nu a fost detectata modificata in leucocitele totale.

5. S-a observat ca cele mai afectate cai de semnalizare controlate de miRNA celulare

sunt cele implicate in cancer, imunitate si angiogenezad.

6. A atras atentia ca dupa splenectomie are loc o dereglare sincronizata a transcriptilor
non-codanti in special miRNA si T-PYK, care se coreleaza intre ei. Dintre cele 123 de perechi
de miRNA si T-PYK care se coreleaza direct, 62 au factori de transcriptie comuni. Dintre cele
153 de perechi de miRNA si T-PYK care se coreleaza invers, 19 prezinta complementaritate

intre secventele transcriptilor.
7. §-a remarcat ca majoritatea transcriptilor modificati post-splenectomie sunt exprimati

in celulele imune circulante ale voluntarilor sanatosi si expresia este specifica pentru fiecare

transcript.
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Comparatie cu imunosupresia din sepsis. Retele de microRNA 1in sepsis si post-
splenectomie

1. Sepsisul induce o reorganizare a retelei de miRNA, caracterizata in special de
pierderea muchiilor. S-a observat ca reteaua miRNA control este o retea complexa, foarte bine
conectata, cu putine sau fara noduri izolate, iar in sepsis aceasta retea sardceste, multe dintre

muchii dispar si nodurile devin izolate.

2. S-a descoperit ca operatia induce modificari opuse sepsisului la nivelul retelelor
miRNA. Post-operator, reteaua devine mai conectatd, apar noi muchii si gradul de

conectivitate al nodurilor creste. Astfel, pierderea de muchii este specifica sepsisului.

3. S-a considerat ca aparitia unui nou mRNA ar fi cauza cea mai probabila de pierdere
a unei muchii in reteaua sepsis. S-a observat ca un grup de 5 miRNA isi pierd toate conexiunile

in sepsis. Analiza computationala a dovedit ca cele 5 miRNA au § tinte comune.

4. Post-splenectomie, numarul muchiilor scade si reteaua miRNA devine mai putin

conectata, similar sepsisului
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